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論文内容要旨
 細胞系列に特異的な遺伝子の発現は,それ自身系列特異的に発現する転写因子によって転写調
 節されている。したがって,このことは,これら転写因子が細胞分化において重要な機能を担っ
 ていることを意味し,このような転写因子自身の発現調節機構を解明することは,細胞分化を理
 解する上で必須のことであると思われる。
 GATA転写因子群は,互いに相同的なDNA結合ドメインを有し,組織特異的に発現する遺伝
 子の転写調節領域に広く存在するGATA配列を認識し,その転写を制御する。GATA転写因子
 はそれぞれ,血球系を中心にいくつかの組織細胞に限局して発現しており,GATA因子群自
 身の発現調節に興味がもたれた。GATA-1遺伝子の解析の結果によれば,プロモーター領域に
 は機能的なGATA配列が存在し,自己による制御あるいは他のGATA因子による調節が示唆さ
 れている。そこで本研究では他のGATA転写因子についても転写制御機構を解明する目的で,
 Tリンパ球に特異的に発現するGATA-3をコードする遺伝子(ニワトリ)のクローン化と構造
 の決定を行い,さらに,プロモーター領域の機能解析を行った。
 ニワトリGATA-3遺伝子の構造解析の結果,全長は19kbにおよび,これまで報告のあるG
 ATA-1(ニワトリ,マウス)(7kb,8kb)および本研究とは別に解析したヒトGATA-2
 (10kb)に比べかなり大きいことが明らかとなった。また,遺伝子は6っのエキソンよりなるこ
 とが知られ,第1エキソンは非翻訳領域で,翻訳開始コドンは第2エキソンに存在すること,2
 っのZnフィンガーがそれぞれ第4,第5エキソンに存在することなど,いずれもGATA-1お
 よびGATA-2と一致していた。さらに,転写開始点は複数存在し,その付近にTATA配列は
 存在しなかったが,このこともGATA-1と同様であった。また,3'非翻訳領域は,ヒトGAT
 A-3と同様ATに富み,mRNAの不安定性に関わると考えられているAATAAA配列が4個存
 在し,GATA-3の翻訳レベルでの調節も示唆された。
 次に,上流領域の転写活性化能の解析を行った。ニワトリTリンパ球株MSB-1細胞を用い,
 様々な長さの上流領域をルシフェラーゼ遺伝子に融合させ,これら融合遺伝子を導入し,一過性
 に発現させた。その結果,主な転写開始点から上流104bpのみで転写活性化能を示すことが知
 られた。また,上流領域には,さまざまな転写因子結合配列が認められたが,特に一1220付近
 にはGATA-1の転写調節領域にも認められ,正の自己調節に関与する,CACCC配列を伴う
 GATA配列が存在した。細胞系列特異的な転写因子自身の転写制御機構のひとつに挙げられて
 いる正の自己調節がGATA-3においても機能している可能性に興味がもたれたが,この
 GATA配列を含む領域を削除することによりプロモーター活性はむしろ上昇した。また,この
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 領域を基本的な転写活性化能をもつ104bpに融合し活性の変化を検討したが,活性の上昇は認
 められず,さらにこの領域内のGATA配列に変異を導入しても活性の低下は認められなかった。
 同様の検討をGATA-3非発現細胞(K562細胞)を用いて行ったところ,融合遺伝子の活性は
 104bpのもつ基本転写活性化能の2倍を示し,変異導入によりその活性は40%低下した。K562
 細胞では,GATA-1およびGATA-2は発現しているので,これらが本来GATA-3の結合す
 る配列に結合し,活性を上昇させているものと理解された。すなわち,GATA-3では,GATA-
 1の場合とは異なり,GATA配列を介した正の自己調節機構は否定された。したがって,転写調
 節領域におけるGATA配列の機能はGATA因子の種類により異なっており,各GATA遺伝子
 のドメイン構造が分子進化の過程でよく保存されてきたのに対し,発現調節機構は多様性を獲得
 したことが理解された。また,Tリンパ球に特異的な発現機構を解明するため,MSB-1細胞で
 用いた様々な長さの上流領域をもつレポーター遺伝子をK562細胞に導入し,その活性を比較し
 た。解析した上流5.5kbまでの範囲内には,GATA-3の組織特異性を単独で規定する領域は見
 出されなかった。しかし,その活性は,最長5.5kbから104bpまでMSB-1細胞での活性に比
 べ一様に低かったことから,上流領域の広い範囲でTリンパ球特異性を規定している可能性が
 示唆された。
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 審査結果の要旨
 細胞特異的遺伝子発現の制御には,それ自身各細胞系列に特異的に発現する転写因子群が重要
 な役割を担っている。これは,これら転写因子が細胞分化において中心的な機能を果たしている
 ことを意味し,従って,細胞分化の理解のためには,転写因子自身の発現調節機構の解明が不可
 欠である。GATA転写因子群は,細胞特異的に発現する遺伝子の転写調節領域に広く存在する
 GATA配列を認識し,その転写制御に関与している。一方,GATA因子群は特定の組織,細胞
 に限局して発現していることが知られているが,自身の発現調節機構については,GATA-1遺
 伝子の解析から,そのプロモーター領域に存在するGATA配列を介した自己あるいは他の
 GATA因子による調節の存在が示唆されているに過ぎない。
 本研究では,GATA転写因子自身の転写制御機構を解明する目的で,Tリンパ球に特異的に
 発現するGATA-3因子遺伝子(ニワトリ)のクローン化と構造決定,さらに,その5'一調節領
 域の機能解析を行い,次のような成果を得ている。1)ニワトリGATA-3遺伝子は,6つのエ
 キソンから成り,第1エキソンは非翻訳領域で,翻訳開始コドンは第2エキソンに存在すること,
 2つのZnフィンガーはそれぞれ第4,第5エキソンに存在することなどの点でGATA-1や
 GATA-2と一致していた。しかし,全長は19kbで,GATA-1やGATA-2に比べ,約10kb大き
 かった。2)GATA-1と同様,転写開始点が複数検出され,その付近にTATA配列は存在しな
 かった。また,3'非翻訳領域にはmRNAの不安定に関わるとされるAATAAA配列が4個存在
 し,翻訳レベルでの調節の可能性が示唆された。3)5'上流領域の転写活性化能解析では,転写
 開始点から上流104bpのみで基本的な転写活性化能を示した。しかし,上流5.5kbまでの範囲に
 は,GATA-3の組織特異性を単独で規定する領域は見出されず,上流の広い範囲の領域がTリ
 ンパ球特異性の規定に関与している可能性が示唆された。4)上流領域に存在するさまざまな転
 写因子結合配列のうち,特に一1220付近のCACCC配列を伴うGATA配列については,これが
 GATA-1で認められたような転写因子自身の転写の正の自己調節に関与する可能性を実験的に
 検討したが,GATA-3ではGATA配列を介した正の自己調節機構は否定された。従って,転写
 調節領域におけるGATA配列の機能はGATA因子の種類により異なっており,分子進化の過程
 で,各GATA因子のドメイン構造はよく保存されてきたのに対し,発現調節機構は多様性を獲
 得したものと理解された。
 以上のように,本論文は細胞特異的遺伝子発現制御に関与する重要な転写因子の一つである
 GATA因子群自身の発現調節機構について,貴重な新知見を提供するものであり,今後の細胞
 特異的転写調節や細胞分化の機構解明に大いに寄与するものと考えられる。故に,本論文は学位
 の授与に値するものと判断される。
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